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Apresentacao

A saude é um completo estado de bem-estar, fisico, mental e social, e
nao apenas a auséncia de doencgas, ingerir alimentos seguros e nutritivos &
parte do processo de saude do ser humano e para alcangar esses objetivos
necessita-se do controle de qualidade.

Ao discorrer sobre o controle de qualidade Germano e Germano (2008)
comentam que o controle alimentar é eficaz na medida que possui 0 apoio da
populagado e da opinido publica, pois a educagao deve preceder a lei, pois ela,
por si s6, nao melhora a qualidade dos alimentos.

Para que esse controle seja plenamente atingido, juntamente com o
incremento da legislagdo, devem-se aprimorar os procedimentos de laboratorio
para avaliagdo do produto em todas as fases do processo, a fim de garantir o
controle higiénico-sanitario dos alimentos.

Dentro do territério nacional o consumidor possui 0 Codigo de Defesa do
Consumidor, Lei n. 8.078/90, um poderoso instrumento para que o cidadao
possa se resguardar dos maus servigos e garantir os mesmos direitos basicos
em relagdo a saude e a seguranga, bem como possui o suporte da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia reguladora que exerce o
controle sanitario sobre alimentos, regulamentada sob a Lei n° 9.782, de
26/01/99.

No que concerne a seguranga alimentar e ao controle de qualidade, o
pais dispde de mecanismos proprios de fiscalizacdo e controle, para que o
alimento tenha o mais rigido controle de qualidade, estimulando estudos
aprofundados nessa area, pois esse tema € proficuo em desafios.

Caro leitor, nesse volume vocé encontrara 17 artigos que discorrem
sobre o Controle de Qualidade, especificamente relacionados aos alimentos e
seus subprodutos das mais variadas regides do Brasil, o que nos leva a
pergunta inicial: O que é Controle de Qualidade?

Certamente existem muitas respostas para essa pergunta, mas ao ler
esse e-book vocé certamente, podera vislumbrar essa resposta por meio do
olhar de seus autores que o fizeram com analises centesimais, quimicas,
fisicas, microbioldgicas, contagem de bactérias, estudo de peptideos, avaliagao
de rétulos, potencial antioxidante e nutricional.

Ao usarem métodos diversos para alcangarem objetivos variados, com o
intuito de garantir a qualidade final dos diferentes produtos apresentados no e-
book, foram realizados testes em diferentes momentos da vida de prateleira do
produto, o que propiciou visdes diversas sobre o comportamento desses
ingredientes e/ou produtos, demonstrando a criatividade e precisdo dos
autores.

Apreciem a leitura e atentem-se para os achados na avaliacéo fisico-
quimica de produtos diferenciados, as novidades dos compostos antioxidantes,
o incremento no portfélio de produtos inovadores e subprodutos anteriormente



descartados, demonstrando a visdo de um mundo sustentavel onde as culturas
s&o respeitadas e o material biolégico é visto em sua integralidade.

Desejamos a todos uma boa leitura e enriquecimento com o estudo dos
textos!

Damaris Beraldi Godoy Leite
Antonio Carlos Frasson
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RESUMO: Neste trabalho foram avaliadas as propriedades antioxidantes e
quelante do metal Fe?* de peptideos de ocorréncia natural, utilizando graos de
feijao recém colhidos (ETC) e endurecidos (HTC). Os resultados evidenciaram
que o método 2 é mais eficaz na extragao de peptideos e polipeptideos, devido
as caracteristicas quimicas do solvente. Em relagao a atividade antioxidante
pelo método DPPH, foi observado diferengca estatistica entre a atividade do
extrato bruto e as amostras submetidas ao fracionamento, ocorrendo ainda
incremento da atividade antioxidante nas farinhas ETC. Em relagdo ao ensaio
de FRAP, observa-se elevada atividade antioxidante para as amostras
submetidas ao fracionamento, sendo até 5,4 vezes superior que a dos extratos
brutos. Na atividade quelante de Fe?*, a maior atividade foi obtida na fracdo <
10 kDa, comprovando que esta atividade é promovida por peptideos e
polipeptideos com menos de 100 aminoacidos.

PALAVRAS-CHAVE: compostos bioativos, peptideos, antioxidante, quelante
de metais.

1.INTRODUGAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris) destaca-se como uma das principais
culturas do pais, tendo ampla distribuigdo geografica e colheita em trés safras
anuais. O feijao é a principal leguminosa da alimentagdo humana. Ele supre
grande parte das necessidades proteicas diarias dos individuos, uma vez que
20% a 30% da massa seca das sementes é constituida por proteinas. Além
disso, a composi¢ao de aminoacidos das proteinas de feijao permite que esta

——
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leguminosa substitua as de origem animal a um prego mais acessivel, fator
especialmente importante para as fragbes menos favorecidas da populacao
(RICHETTI et al., 2011).

O papel das proteinas como componentes fisiologicamente ativos na dieta
€ amplamente reconhecido. Além disso, as proteinas tém regides dentro da
molécula que ao serem liberados no processo de digestdao, executam fungdes
bioldgicas importantes para o organismo. Estes fragmentos sdo denominados
peptideos e podem ter um efeito nas fungdes ou condicdes do corpo humano,
afetando positivamente a saude (LEMES et al., 2016).

Existem dois tipos de peptideos bioativos, os peptideos nativos e os
chamados peptideos encriptados. Os peptideos nativos sdo aqueles que estao
naturalmente presentes na matéria-prima alimenticia, cumprindo fungdes
metabdlicas ou defesa para a planta. Os peptideos encriptados correspondem
aqueles que estdo presentes na estrutura primaria da proteina mas so
desempenham sua atividade biolégica apds sua liberacdo da sequéncia
protéica.

De todos os possiveis métodos para a obtencao de peptideos bioativos, a
hidrélise enzimatica € o método mais comum de producgao para as industrias de
alimentos e farmacéutica (BROADHURST et al., 2017; MARCOS et al., 2015;
ROCHA et al., 2014). A hidrolise enzimatica pode ocorrer tanto pela utilizagao
de enzimas digestivas quanto pela utilizagcdo de enzimas provenientes de
bactérias ou fungos e fragmentam os chamados peptideos encriptados. No
entanto, relatos na literatura indicam potencial atividade biolégica de peptideos
nativos ainda pouco explorados, extraidos de fontes vegetais (AWIKA e
DUODU, 2016; RIZZELO et al., 2016), o que representa uma perspectiva de
obtencdo de peptideos e proteinas pequenas que apresentem 0 mesmo
potencial de hidrolisadas, porém com uma reducido nos custos do processo e
também no tempo de processamento.

Os peptideos bioativos, podem atuar nos sistemas cardiovascular (agdes
anti-hipertensiva, antioxidante, antitrombotica e hipocolesterolemiante), nervoso
(atividades opidides — agonista e antagonista), gastrointestinal (fungdes
quelante de minerais, inibidor de apetite e antimicrobiana) e imunoldgico (agdes
antimicrobiana, imunomodulatéria e citomodulatéria) dependendo da sequéncia
de aminoacidos presentes na estrutura da molécula (HARTMANN e MEISEL,
2007; KORHONEN e PIHLANTO, 2006).

Sabendo-se da importancia dos peptideos bioativos para a promocgao da
saude humana, diversos estudos relatam a importancia de peptideos de feijao
produzidos por hidrolise enzimatica (ARIZA-ORTEGA et al., 2014;
BETANCUR-ANCONA et al., 2014; CAMARA et al., 2013; CARRASCO-
CASTILLA et al., 2012). No entanto, ainda ndo ha relatos na literatura sobre
peptideos de ocorréncia natural em feijdes comuns (Phaseolus vulgaris),
sendo, portanto, uma abordagem que se faz necessaria, por se tratar de uma
leguminosa amplamente consumida no cenario mundial.

Atualmente, o Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijao
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comum, seguido pela india, China e México, com produgdo estimada em
3.334,6 mil toneladas na safra 2015/2016, em uma area de 3 milhdes de
hectares (CONAB, 2016).

Sabe-se que os feijdes cariocas sdo os mais consumidos pela populagéo
brasileira, dai a importancia de a qualidade dos grdos armazenados ser
semelhante a dos graos de colheita recente, uma vez que esta é uma das
caracteristicas que afetam a aceitagao das cultivares do feijao tipo carioca pela
populacao (SIQUEIRA et al., 2014).

No entanto, durante o periodo de armazenamento, o feijao passa por
modificagdes fisioldgicas e bioquimicas que podem alterar sua qualidade, tanto
para 0 uso como semente, como para o consumo como alimento. As alteragdes
mais visiveis durante o armazenamento do feijao sdo escurecimento da casca
e resisténcia ao amaciamento por cocg¢ao (LIMA, 2013).

Acredita-se que reagdes complexas sejam desencadeadas no interior
dos graos, durante periodos prolongados de armazenamento. Inumeras
alteracdes, envolvendo enzimas, membrana, parede celular e materiais de
reserva, como amido e proteinas, dao inicio ao processo de endurecimento
conhecido como hard-to-cook (HTC) ou “dificil de cozinhar” (NASAR-ABBAS
et al., 2008; RIBEIRO et al., 2007), que pode afetar a digestibilidade dos graos
e sua hidrélise (BATISTA et al, 2011; SIQUEIRA et al., 2014).

Este fendbmeno é responsavel por perdas anuais expressivas. Estima-se
que, por ano, 100-500 mil toneladas de feijao deixam de ser utilizados na
alimentagado humana em fungédo do endurecimento (LOPES et al., 2012).

A provavel complexagdo de proteinas e carboidratos com outros
constituintes da semente resulta em uma redugao consideravel do potencial de
aproveitamento dos nutrientes presentes no grdo, uma vez que essas
biomoléculas ndo conseguem ser completamente hidrolisadas no processo de
digestdo, ocorrendo, consequentemente, uma reducdo da biodisponibilidade
destes compostos (BATISTA; PRUDENCIO; FERNANDES, 2010).

Assim, o presente estudo, tem como objetivo determinar a atividade
antioxidante e quelante de peptideos de ocorréncia natural em feijao comum
(Phaseolus vulgaris) por meio de diferentes métodos de extracdo, utilizando
graos de feijao recém colhidos (ETC) e endurecidos (HTC).

2.METODOLOGIA
Material Vegetal

Para a realizagéo deste trabalho foram utilizados graos de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris), grupo comercial carioca, cultivar BRS Pontal, cultivados
no Centro Nacional de Pesquisa Arroz e Feijao, CNPAF-EMBRAPA. Os graos

controles (ETC) foram armazenados em freezer logo apds a colheita, para
preservacao de suas propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas, enquanto
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que os graos HTC foram endurecidos segundo metodologia descrita por
Ribeiro et al. (2009). Para promover o fendmeno HTC, os graos foram
armazenados por 4 meses em estufa BOD a temperatura de 40 °C e umidade
relativa entre 70-75%.

Preparo das farinhas

Os gréos de feijao comum (Phaseolus vulgaris, cv BRS Pontal) recém
colhidos (ETC) e endurecidos (HTC), foram triturados em moinho de facas,
peneirados em tamiz de 35 mesh (0,425 mm), acondicionados em sacos de
polietileno e armazenados sob refrigeracédo (4 °C) até o momento de sua
utilizagao.

Métodos de extragao

As metodologias de extracdo foram conduzidas segundo descrito por
Mahatmanto et al. (2014) e Oseguera-Toledo et al. (2011), com modificagdes.

Método 1: Diclorometano/Metanol

Para a extragdo utilizando-se diclorometano (DCM) e metanol (MeOH)
(1:1), 1g de farinha de feijao foi solubilizada em 5mL do solvente e colocados
sob agitacdo, durante 1h a temperatura ambiente. O extrato produzido foi
centrifugado a 4000 rpm durante 5 min e o sobrenadante coletado e colocado
em concentrador a vacuo (Concentrador Plus 5305, Eppendorf®) para
evaporagao do solvente. A solugdo livre de solventes organicos foi congelada a
-80°C e liofilizada (Liofilizador L101, LIOBRAS).

Método 2: Acetonitrila/Agua/Acido férmico (25:24:1)

Foi realizada extracdo com acetonitrila (ACN), agua e acido férmico (AF)
(25:24:1), utilizando-se 5 mL de solvente para cada 1g de farinha. A mistura foi
agitada durante 1h a temperatura ambiente. Em seguida o extrato foi
centrifugado a 4000 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e
colocado em concentrador a vacuo (Concentrador Plus 5305, Eppendorf®) para
completa evaporagéo da acetonitrila. O extrato resultante foi congelado (-80 °C)
e liofilizado.

Método 3: Acetato de sddio

A 1g de amostra foi adicionado a 5 mL do solvente acetato de sddio
20mM pH 5,0, e agitados, durante 1h a 4°C. O extrato foi centrifugado por 5
minutos a 4000 rpm a 4°C e o sobrenadante coletado e armazenado em
freezer -80°C, para posterior liofilizagao.
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Método 4: Bicarbonato de amdnio

Para a extracdo, SmL do solvente bicarbonato de aménio 5mM, pH 8,0,
foram adicionados a 1g de amostra e agitados durante 1h a temperatura
ambiente. O extrato foi centrifugado a 4000 rpm durante 5min e armazenado a
-80°C. O material foi liofilizado antes da realizacdo dos testes de atividade
bioldgica.

Método 5: Extragao alcalina (pH 8,0)

A 1g de amostra foi adicionada 5SmL de agua e o pH da solug&o ajustado
para pH 8,0 com NaOH 0,2M. A solucéo foi agitada em agitador durante 1h a
temperatura ambiente e em seguida centrifugada a 4000 rpm durante 5min. O
sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer -80°C, sendo liofilizado em
seguida.

Quantificagao de proteinas

A determinacdo da quantidade de proteinas nas amostras foi realizada
utilizando-se o kit Qubit® fluorometer. Para o ensaio adicionou-se entre 2-20uL
de amostra juntamente com 180-198uL da solugdo de trabalho (1uL do
reagente de cor, 199uL de tampao) em microtubos de 200uL, como
recomendado pelo fabricante do kit. Os tubos foram incubados durante 15 min
a temperatura ambiente e em seguida, lidos no aparelho. O resultado final da
dosagem foi expresso em ug de proteina por mL de amostra.

Eletroforese

O perfil eletroforético das fracdes proteicas extraidas foi avaliado de
acordo com metodologia descrita por Laemmli (1970), usando gel de corrida
preparado com poliacrilamida 15% (p/v) e gel concentrador de poliacrilamida
5% (p/v). As amostras foram solubilizadas em tampao de amostra (25mM de
Tris-HCI, pH 6,8, 2% (p/v) de dodecil sulfato de sédio (SDS), 20% (v/v) de
glicerol, 5% (p/v) de R-mercaptoetanol, 0,025% (p/v) de azul de bromofenol). As
amostras foram fervidas por 5 min e aplicadas no gel imerso em uma cuba de
eletroforese contendo tampao de corrida (250 mM de Tris-base, 1,92 M de
glicina e 1% (p/v) de SDS). A eletroforese foi realizada mantendo-se
amperagem fixa 40mA, e os géis foram corados com solugdo de Comassie
Blue (R250) 0,1 % (p/v) por 30min e descorados em solugdo descolorante
(40% v/v metanol, 10% acido acético v/v, 50% v/v agua destilada).
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Separagao das fragoes por ultrafiltragao

Os extratos foram fracionados por massa molecular utilizando-se uma
unidade de ultrafiltracdo (Millipore Corporation, Billerica, MA) de acordo
metodologia descrita por Oseguera-Toledo et al. (2015). As fragbes foram
separadas pela passagem forgcada por gas nitrogénio por meio de uma
membrana Ultracel® de 10kDa, sendo a fracdo retida e eluida (fragdo < 10kDa)
coletadas separadamente. As diferentes fragcbes foram armazenadas em
freezer -80°C para posterior liofilizagdo e avaliacdo de suas atividades
bioldgicas.

Ensaio com o Radical Livre DPPH

A atividade antioxidante foi determinada por meio da reducio do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes na amostra,
método proposto por Brand-Williams et al., 1995, com modificagbes (ZHAO et
al., 2014). Foi realizado uma curva de calibragéo feita com um antioxidante de
referéncia, Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico), a
2mM, em diferentes concentragdes.

As determinagdes foram realizadas utilizando-se microplaca de
poliestireno com 96 cavidades. Em cada cavidade foram adicionados 200 pL da
solugcéo de DPPH, 50 uL de metanol para o grupo controle, 0 mesmo volume
para a solugdo-padrao de Trolox e para os extratos obtidos das amostras,
adequadamente diluidos, quando necessario. As misturas foram deixadas a
temperatura ambiente por 15 min e as leituras de absorbancia foram realizadas
a 515 nm, utilizando-se espectrofotdbmetro de microplaca Epoch (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA).

A atividade antioxidante foi determinada pela interpolacdo dos dados de
absorbancia com os valores obtidos em curva de calibragdo com linearidade
entre 0-300 mM de Trolox. Os resultados foram expressos em TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), que é definido como a concentragdo do
antioxidante (mg de proteina) que fornece a mesma percentagem de inibigéo
do Trolox (mM) (RE e tal, 1999).

Ensaio Método FRAP

A determinacgdo da atividade antioxidante pelo método de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) foi realizada utilizando-se a metodologia
descrita por Benzie e Strain (1996), com modificagdes.

Para o preparo do reagente FRAP, misturou-se 25 mL de tampao
acetato de sodio 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL de uma solugédo 10 mM de TPTZ
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(2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) preparada com HCI 40 mM, e 2,5 mL de uma
solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM.

Aliquotas de 50 pL de amostra foram misturadas com 150 yL de agua e
1,3 mL do reagente FRAP recém-preparado. Esta mistura foi homogeneizada e
mantida em banho-maria a 37°C. Decorridos 30 minutos, foi realizada a leitura
a 595 nm em espectrofotobmetro de microplaca Epoch (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) a temperatura ambiente. O reagente FRAP foi utilizado como
branco para calibrar o espectrofotometro.

Para a quantificacdo da atividade antioxidante foi construida curva de
calibracdo utilizando-se Trolox como padréo, apresentando linearidade entre 0-
1600 mM e os resultados foram expressos em TEAC (mM Trolox /mg proteina).

Atividade Quelante do ion Ferro

A atividade quelante do ion ferro foi determinada por meio da
metodologia descrita por Carter (1971), com modificagbes. Um volume de 50
ML das amostras, em diferentes concentragdes (10-100 ug de proteina) foram
misturados com 60 yL de solu¢do FeCl2 (0.01%, w/v) e 180 pyL de tampéo
acetato de sédio (100 mM, pH 4,9). A reacao foi iniciada pela adicdo de 10uL
de ferrozina (40 mM) e a incubacgao feita a temperatura ambiente por 30 min.
Foi utilizado EDTA (agente quelante) como controle positivo e a absorbancia da
mistura foi determinada a 560 nm em espectrofotdbmetro de microplaca Epoch
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Para expressar os resultados, foi construida curva de calibracao
utilizando-se diferentes concentragdes de EDTA. Os resultados foram
expressos em miliequivalentes de EDTA por g de amostra (mEq/g).

Analise Estatistica

O trabalho foi conduzido utilizando-se delineamento inteiramente
casualizado, sendo todas as analises realizadas em ftriplicata. Os resultados
das analises foram avaliados estatisticamente, por meio da Analise de
Variancia (ANOVA), aplicando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5 % de
significancia. Todos os resultados foram apresentados como média e desvio
padrdo. Para a analise estatistica dos dados, foi utilizado o programa Statistica
10.0 (Stat Soft Inc., Tulsa, Ok, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Métodos de Extragao e Quantificagao de Proteinas

Sabendo-se que os principais fatores que afetam a solubilidade das
proteinas s&o o pH, a forga ibnica, a temperatura e a constante dielétrica do
solvente (RENDINA, 1971), foram testados cinco métodos de extragdo
diferentes apresentando variagbes nestes fatores. O perfil eletroforético das
fragbes proteicas extraidas foi analisado utilizando-se condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE).
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Figura 1. Perfil eletroforético do extratos proteicos de feijao comum ETC e HTC
MM: marcador de massa molecular; 1: Diclorometano/Metanol; 2: Acetonitrila/Agua/Acido
formico; 3: Acetato de Sdédio; 4: Bicarbonato de Aménio; 5: Extracao Alcalina

A eletroforese € um método em que proteinas sdo separadas segundo
seu tamanho, sendo util para a determinacido da massa molecular relativa da
proteina. No resultado obtido na eletroforese (Figura 1) percebeu-se que o
meétodo 2 é mais eficaz na extracao de peptideos. Por outro lado, os métodos 3
e 5 extraem tanto proteinas de alta como de baixa massa molecular. Nesses
trés métodos observou-se um numero maior de bandas com massa molecular
igual ou menor que 24 kDa, sendo estes métodos selecionados para a
realizagcao dos testes de atividade bioldgica.

Os feijoes sdo uma importante fonte proteica, apresentando teor de
proteinas entre 20 a 25% do peso seco do gréao. A fragao proteica de feijao é
constituida principalmente por faseolinas (em torno de 50%) e lectinas (10-
27%). Como pode ser observado na Tabela 1, a solubilidade das proteinas de
feijao variou de acordo com o método de extragcédo utilizado, provavelmente
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devido as caracteristicas intrinsecas de cada solvente.

Estes resultados evidenciam que o tipo de extrator € um fator importante
que pode afetar ndo sé a quantidade de proteinas extraidas, mas também a
natureza das biomoléculas extraidas. Além disso, com excecdo do método 2,
foi observado uma menor solubilizacdo das proteinas provenientes de feijoes
endurecidos.

Este resultado pode ser explicado pelo fato de que um dos efeitos mais
pronunciados do endurecimento (HTC) se refere a redugdo da solubilidade
proteica em fungao da formacao de complexo entre essas macromoléculas e
os demais componentes do gréo.

Tabela 1. Conteudo proteico nos diferentes métodos de extragcao (mg/g farinha).

Método de Extragao ETC (mg/g de farinha) HTC (mg/g de farinha)
Método 2 25,6 + 4,7° 30,4 +3,8¢

Método 3 154,3 £ 12,6° 106,5 £ 21,2°

Método 5 352,7 £ 76,22 367,2 £ 22,92

Resultados expressos em meédia + desvio padrao
Letras iguais em uma mesma coluna significam que n&o houve diferenga estatistica (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

De modo geral, o método de extracdo 2 (acetronitrila, agua e acido
férmico), por ser um solvente de polaridade média a alta, foi capaz de extrair
proteinas, polipeptideos e peptideos apresentando diferentes graus de
hidrofobicidade, com presenga de residuos carregados em sua superficie. Por
outro lado, o método 5 é comumente referido como um método de extracao
para proteinas totais (CARRASCO-CASTILLA et al.,2012), ja que neste
método, a maioria das proteinas e peptideos presentes no extrato se
encontram em estado i6nico diferente do ponto isoelétrico, e, portanto, soluveis
no meio de extracdo. Considerando-se que o pH do solvente utilizado neste
método foi 8,0 foram extraidas todas as proteinas e peptideos cujo ponto
isoelétrico estivesse abaixo deste pH.

Atividade Antioxidante

Substancias antioxidantes estdo naturalmente presentes nos alimentos e
sao reconhecidas como componentes importantes para promog¢ao e
manutencdo da saude. Antioxidantes estdo associados a uma agao protetora
das células contra danos oxidativos interceptando radicais livres e reduzindo o
estresse oxidativo, que ocasionam tanto envelhecimento quanto o
desenvolvimento de doencas degenerativas, como doengas cardiovasculares e
inflamatdrias (LUNA-VITAI et al., 2015; MATSUDA e SHIMOMURA, 2013).

Diferentes ensaios in vitro e in vivo tém sido utilizados para se
determinar a atividade antioxidante em extratos vegetais. A diversidade de
ensaios para uma mesma atividade se justifica devido a complexidade quimica
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dos extratos, constituidos por dezenas de compostos antioxidantes com
diferentes grupos funcionais, polaridade e comportamento quimico (OZTURK,
2012; VALDEZ-ORTIZ et al., 2012). Neste estudo, determinou-se a atividade
antioxidante in vitro pelo sequestro do radical livre DPPH, que utiliza compostos
cromogénicos que estimulam a transferéncia de elétrons e também pelo ensaio
FRAP, caracterizado pela redugao do ferro.

O ensaio de atividade antioxidante utilizando DPPH nao apresenta
seletividade por nenhum composto antioxidante especifico, refletindo a
capacidade antioxidante geral da amostra. Esse método é frequentemente
utilizado no intuito de se fazer uma varredura do potencial antioxidante de
diferentes proteinas e peptideos de plantas (BORAWSKA et al. 2016). Os
resultados da atividade sequestrante de DPPH estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2. Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH em diferentes extratos
proteicos de feijao comum (mM TEAC/g de proteina).

MetodoNde Amostra ETC HTC
Extragao
Extrato Bruto 17,804 +0,2 15,208 +0,9
Método 2 Fragcao > 10 kDa 0,0 0,0
Fragdo < 10 kDa 22,234 +0,1 19,128 +0,2
Extrato Bruto 12,48 +0,6 16,54 +0,2
Método 3 Fragdo > 10 kDa 1,73°A+0,0 1,85°4 0,0
Fragéo < 10 kDa 22,4%A +1 1 22,6274 +0,8
Extrato Bruto 11,74 +0,1 11,804 +0,1
Método 5 Fragdo > 10 kDa 18,44 +0,1 16,628 +0,1
Fragdo < 10 kDa 20,94 +1,0 17,928 +0,1

Resultados expressos em meédia + desvio padrao
Letras maiusculas iguais em uma mesma linha ou letras minusculas na mesma coluna
significam que nao houve diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, é possivel notar que ha
diferenca entre a atividade antioxidante do extrato bruto para as amostras
fracionadas, exceto para o feijdo HTC, obtido por extragdo alcalina, onde
observa-se igualdade estatistica entre as fragdes menor e maior que 10kDa.
Entretanto, independentemente da presenca ou nao de efeito HTC, a fracao
peptidica (< 10kDa) apresentou maior atividade antioxidante.

Nota-se ainda, que ocorre uma reducdo na atividade antioxidante nas
amostras HTC obtidas pela extracdo pelo método 2, quando comparada
aquelas de feijao ETC, fato que pode ser explicado devido ao fenébmeno de
endurecimento que pode provocar alteragdes nas propriedades bioquimicas e
tecnolégicas do conteudo proteico das amostras. Por outro lado, ao analisar o
meétodo 3, a atividade antioxidante ndo apresentou alteragdes entre os feijdes
ETC e HTC, para as fragdes menor e maior que 10 kDa, observando apenas
aumento de atividade no extrato bruto dos feijées HTC (13%).
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Em relacdo ao método 5, observa-se um incremento da atividade
antioxidante nas farinhas ETC, ocasionado pelo processo de fracionamento. Os
resultados obtidos nos processos de fracionamento foram significativos no
ambito de separar e concentrar os compostos antioxidantes presentes nos
extratos e promover o aumento da capacidade antioxidante, conforme
verificado na Tabela 2.

Tais resultados podem ser explicados pela consideravel concentragao
de aminoacidos antioxidantes encontrados nestas fragdes, 0os quais possuem
grande capacidade de doar elétrons ao radical DPPH e estabiliza-lo.
(VASQUEZ-VILLANUEVA et al., 2016). Enquanto que as amostras que
obtiveram menor agao antioxidante, provavelmente devem estar associadas a
interagdo negativa de componentes extraidos ou pela presenga de substancias
com menor poder redutor (SONG, et al., 2015).

Além disso, o aumento de atividade antioxidante pode ainda ser
atribuido em parte, a sintese de sistemas de defesa incluindo proteinas quando
as sementes de feijao estdo em condi¢gdes desfavoraveis, como o fenbmeno
HTC (VANDENBORRE, SMAGGHE e VAN DAMME, 2011), portanto estas
proteinas de defesa, poderiam ter um papel importante no fornecimento de
peptideos e polipeptideos antioxidantes.

Essas alteragdes de atividade antioxidante dependendo do extrator ou
do tipo de feijao pode estar associada a presenca de peptideos e polipeptideos
de carater hidrofébico, uma vez que a literatura correlaciona o0 aumento da
atividade do radical DPPH ou outras atividades de eliminagdo de radicais com
o aumento da hidrofobicidade destas moléculas, pois os aminoacidos e
proteinas hidrofébicos atuam como antioxidantes aumentando a solubilidade
dos peptideos em ambientes nao polares, facilitando assim uma melhor
interagdo com radicais livres para terminarem as suas atividades (KIM et al.,
2007; POWNALL et al., 2010).

Em relagdo ao ensaio de FRAP (Tabela 3), observa-se elevada atividade
antioxidante para as fracdes peptidicas (< 10 kDa), sendo até 5,4 vezes
superior que a dos extratos brutos.

E importante ressaltar que ndo foi observado atividade antioxidante no
extrato bruto e nem para fragdo maior 10 kDa, para as proteinas extraidas
pelos métodos 3 e 5. Esse fato pode ser explicados devido aos métodos de
extragdo utilizarem solventes polares e altamente hidrofilicos, extraindo,
portanto, proteinas totais da amostra e nao proteinas de média polaridade,
reduzindo a concentragdo de moléculas com propriedades antioxidantes
(MAHATMANTO et al., 2014).
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Tabela 3: Atividade antioxidante pela redug¢ao do ferro (FRAP) em diferentes extratos proteicos
de feijao comum (umol TEAC/g de proteina).

Metodo de Amostra ETC HTC
Extragao
Extrato Bruto 11,34 +0,5 6,208 +0,2
Método 2 Fragdo > 10 kDa 3,7°A £0,2 3,4/ 10,2
Fracao < 10 kDa 62,124 +1,3 48,128 +2 6
Extrato Bruto 0,0 0,0
Método 3 Fragcao > 10 kDa 0,0 0,0
Fragéo < 10 kDa 51,72A %11 57,487 +1 5
Extrato Bruto 0,0 0,0
Método 5 Fragcao > 10 kDa 0,0 0,0
Fracao < 10 kDa 49,0 +0,6 44 128 +1 3

Resultados expressos em média + desvio padrao
Letras maiusculas iguais em uma mesma linha ou letras mindsculas na mesma coluna
significam que ndo houve diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey

Adicionalmente, o fracionamento por ultrafiltracdo proporcionou a
obtencao de fragdes peptidicas com elevada capacidade antioxidante, quando
comparadas ao extrato bruto. O aumento da concentracido de peptideos e
polipeptideos com residuos de aminoacidos com cadeias laterais contendo
grupos carboxilicos e aminas contribuiria para o aumento a capacidade
antioxidante das amostras fracionadas (BAMDAD et al., 2015).

A literatura relata correlacao entre atividade antioxidante de peptideos e
polipeptideos com sua composi¢cao de aminoacidos e as suas sequéncias. De
modo geral, a presenga dos aminoacidos Leu, Lys, Met, Tyr, lle, His e Trp, nas
matrizes avaliadas provavelmente poderiam ter contribuido para o forte poder
de redugao observado principalmente nas fragdes peptidicas (< 10kDa) (NGOH
et al., 2016; POWNALL et al., 2010).

Desse modo, os resultados encontrados nos testes de atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) evidenciam que as amostras apresentam elevada
atividade antioxidante. Além disso, a expressiva atividade observada na fragao
menor que 10 kDa para ambos os feijdes, nos dois métodos testados, nos
permite inferir que essa atividade é proveniente de polipeptideos e peptideos
presentes naturalmente nas amostras de feijao. A presenca de peptideos
naturais com atividade bioldgica é um aspecto importante na promocéo da
saude e inclusédo do feijdo nas dietas com vista a remogao de radicais livres e
consequente reducao de susceptibilidade a doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, contribuindo enormemente para a promocao da saude humana.

Atividade Quelante de Ferro

O ferro € um metal de transicdo envolvido em diversas funcdes do
organismo humano, podendo atuar como cofator enzimatico, na sintese de
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DNA e proteinas, no transporte de oxigénio, produgédo de neurotransmissores e
divisado celular. Diariamente cerca de 1-2 mg deste mineral sdo perdidos pelo
organismo atraveés da pele, intestino, sangue menstrual e trato urinario, sendo
que a deficiéncia deste pode desencadear doengas como anemia falciforme e
desordens neurodegenerativas (HAGEMEIER et al., 2015; PERIGNON et al.,
2016). Além desta perda natural, é importante considerarmos também a baixa
biodisponibilidade deste elemento, que varia de 5-18%, dependendo da dieta, o
que significa que nem todo o teor de ferro encontrado nos alimentos pode ser
absorvido pelo organismo, fato explicado principalmente pela baixa solubilidade
deste mineral nos fluidos corporais (MIR-MARQUES, CERVERA e GUARDIA,
2016).

Sendo assim, a suplementacdo da dieta com componentes que
aumentam a capacidade de absorgao de ferro pelo organismo corresponde a
uma estratégia interessante do ponto de vista relacionado a saude publica.
Como citado anteriormente, peptideos bioativos podem possuir capacidade de
quelar metais e consequentemente aumentar sua biodisponibilidade, evitando
que, ao passar pelo processo de digestdo, os ions Fe?* sejam oxidados a sua
forma insolivel Fe®*, que retardam e diminuem a absorcido deste mineral
(ECKERT et al.,, 2016). Além disso, moléculas quelantes de ions metalicos
também sdo consideradas importantes por apresentarem atividade
antioxidante, uma vez que metais de transicdo como ferro e cobre podem
causar danos oxidativos em diferentes niveis celulares (CANABADY-
ROCHELLE et al., 2015). A atividade quelante de metais de peptideos
bioativos se deve a uma combinacio de fatores que envolvem o tamanho do
peptideo, residuos N e C terminais dos aminoacidos e quantidade total de
grupos amino e carboxilicos no peptideo (GUO et al.,, 2013). Os principais
peptideos associados a atividade quelante de ferro vem demonstrando
presenga dos aminoacidos His, Glu, Asp, Cys (HOZ et al., 2014; MAESTRI;
MARMIROLI e MARMIROLI, 2016; TORRES-FUENTES; ALAIZ e VIOQUE,
2012). Os resultados da a atividade quelante de ferro dos extratos proteicos de
feijao ETC e HTC estao apresentados na Tabela 4. Como pode ser observado
nao houve diferenca estatistica nos valores de atividade quelante entre os
extratos brutos dos feijobes HTC e ETC extraidos pelo método 3. Entretanto,
para os métodos 2 e 5, o comportamento dos extratos brutos foi diferente
dependendo do tipo de feijdo. Para o extratos obtidos pelo método 2, o feijao
HTC apresentou maior atividade quelante enquanto que para os extratos do
meétodo 3, a maior atividade quelante foi encontrada nos feijdes ETC. Esses
resultados estdo relacionados com as caracteristicas bioquimicas das
proteinas extraidas em cada um desses meétodos, sendo que essas diferengas
na qualidade das proteinas solubilizadas esta diretamente relacionada com as
possiveis alteragdes ocasionadas durante o desenvolvimento do fenédmeno
HTC, com solubilizacdo de determinado grupo de proteinas e
insolubilizacdo/complexacao de outros.
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Tabela 4. Atividade quelante de Fe?* em diferentes extratos proteicos de feijdo comum (EC50).

Método de Amostra ETC HTC
Extragao (Mg de proteina) (ug de proteina)

Extrato Bruto 72,604 + 1,1 180,124 + 33,6

3 B B
Método 2 Fracdo > 10 kDa 55,88+ 1,6 53,328 £ 0,1
Fragéo < 10 kDa 6,52C + 0,1 6,32C + 0,1
Extrato Bruto 100,124 + 8,1 95,928 + 3,8
Método 3 Fragao > 10 kDa 59,38 + 0,4 126,830 + 1,2
Fragédo < 10 kDa 5,82C + 0,01 5,4°C + 0,02
Extrato Bruto 112,32A + 1,7 102,604+ 5,7
Método 5 Fragado > 10 kDa 79,38 + 1.4 102,230 + 4,9

Fracdo < 10 kDa 6,22C + 0,03 5,58 + 0,01

Resultados expressos em média + desvio padrao
Letras maiusculas iguais em uma mesma linha ou letras mindsculas na mesma coluna
significam que nao houve diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey

Além disso, analisando-se os resultados de atividade quelante de ferro
das fragdes obtidas por ultrafiltracao, fica evidente que independentemente dos
efeitos causados pelo fenbmeno HTC, a fragao peptidica (< 10 kDa) € a maior
responsavel pela atividade de quelacédo de ions Fe?*. Os valores apresentados
nestas fragbes correspondem a resultados promissores pois demonstram que
as alteragdes bioquimicas que ocorrem durante o processo de envelhecimento
dos feijdes ndo alteraram sua atividade biolégica relacionada a capacidade de
quelar Fe?*, podendo ocasionar em alguns casos inclusive o aumento da
atividade.

4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitiram sugerir que as caracteristicas do
solvente influenciam enormemente na quantidade e qualidade das proteinas
extraidas, de modo que a escolha do melhor método de extracdo dependera do
tipo de proteinas que se deseja solubilizar. Além disso, foi demonstrado que o
fenbmeno de endurecimento ndo interfere significativamente com a atividade
biolégica dos peptideos nativos de feijdo comum, apesar das diferengas na
solubilidade proteica.

Além disso, o fato dos feijdbes endurecidos apresentarem atividade
antioxidante e quelante de ferro igual ou superior aos feijdes ETC €& um
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resultado extremamente importante, sobretudo do ponto de vista de agregacéao
de valor a um alimento definido atualmente como residuo ou subproduto sem
nenhum valor agregado e frequentemente descartado ou usado apenas para
alimentagao animal.

Embora feijées endurecidos apresentem reduzida qualidade textural, o
uso de tratamentos alternativos (tais como extrusdo e autoclavagem) poderia
permitir a re-inclusdo destes grdos na alimentagdo humana n&o apenas como
fonte de nutrientes, mas como um componente nutracéutico, contribuindo para
o estado de saude e bem-estar, reduzindo os riscos de desenvolvimento de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo.
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